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摘要 :【 目 的 ] 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 2 个 普通 气味 受 体 基 因 的 cDNA 全 长 进行 分 析 , 明 确 这 两 个 普通 气味 受 
体 基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 分 布 ,为 进一步 的 功能 研究 奠定 基础 。[ 方 法 ] 利 用 PCR 结合 RACE 技术 克隆 棉铃 忠 
两 条 普通 气味 受 体 基 因 的 cDNA 全 长 ;利用 不 同 的 生物 信息 学 软件 对 序列 进行 结构 预测 、 序 列 比 对 和 进化 树 分 析 ; 
es RT-PCR 检测 其 在 棉铃 虫 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 。【 结 果 ]】 获 得 两 条 棉铃 虫 气味 受 体 基 因 的 全 长 序列 ， 
并 命名 为 HarmOR9 和 HarmOR29 ( GenBank 登录 号 分 别 为 KJ188252 和 KJ188253 ) 。 序 列 分 析 显 示 , HarmOR9 全 长 
1 206 bp ,编码 401 个 氨基 酸 ; HarmOR29 全 长 1 188 bp, 编码 395 个 氮 基 酸 。 选 择 已 报道 的 鳞 翅 目 昆 贝 烟 青虫 
Heliothis assulia Z% Bombyx mori FRIR Heliothis virescens 和 棉铃 虫 的 气味 受 体 与 本 实验 克隆 得 到 的 两 个 气味 
受 体 基因 的 编码 产物 进行 序列 比 对 和 进化 树 分 析 ,结果 显示 这 两 个 气味 受 体 与 性 信息 素 受 体 区 别 明显 ,并 与 其 他 
普通 气味 受 体 聚 类 在 一 起 。 半 定量 RT-PCR 的 结果 显示 HarmOR9 与 HarmOR29 都 主要 在 触角 中 高 表达 且 无 肉 雄 
间 差 异 , HarmOR29 在 其 他 组 织 中 均 不 表达 ;而 Harm0R9 在 雄 虫 下 层 须 中 有 微量 表达 ,在 其 他 组 织 中 均 不 表达 。 
【结论 ] 本 研究 从 棉铃 虫 中 克隆 得 到 2 个 气味 受 体 基因 HarmOR9 和 HarmOR29 的 cDNA 全 长 ,其 编码 产物 具有 气味 
受 体 的 典型 特征 并 且 属 于 普通 气味 受 体 。 明 确 了 这 两 个 气味 受 体 基因 都 在 棉铃 虫 成 虫 的 触角 中 高 表达 , 且 无 雌雄 
差异 ,推测 其 可 能 参与 了 棉铃 虫 普 通气 味 的 识别 过 程 。 
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Academy of Agricultural Sciences, State Key Laboratory of Plant Disease and Insect Pests, Beijing 
100193, China) 

Abstract: [Aim] This study aims to clone two general odorant receptor genes, analyze their sequences 
and investigate their expression profiles in different tissues of adults of the cotton bollworm, Helicoverpa 
armigera. The findings will provide basic knowledge for further functional study of these two odorant 
receptor genes. [Method] We cloned the full-length cDNA sequences of two odorant receptor genes by 
PCR and RACE techniques. The structure prediction, sequence alignment and phylogenetic analysis of 
the coding products of these two odorant receptor genes were performed using different bioinformatics 
softwares. The expression profiles of these two genes in different tissues were investigated by using semi- 
quantitative RT-PCR. [Results] Two full-length cDNA sequences encoding odorant receptors were 
obtained and named as HarmOR9 and HarmOR29 ( GenBank accession number KJ188252 and 
KJ188253 respectively). Sequence analysis showed that the full-length of HarmOR9 gene is 1 206 bp, 
which encodes a polypeptide of 401 amino acids, and the full-length of HarmOR29 gene is 1 188 bp, 
which encodes a polypeptide of 395 amino acids. Sequence alignment and phylogenetic analysis of the 


coding products of these two odorant receptor genes with reported odorant receptors from lepidopteran 
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insects including Helicoverpa assulta, Bombyx mori, Heliothis virescens and H. armigera showed that the 


coding products of these two odorant receptor genes are obviously different from sex pheromone receptors, 


but cluster together with other general odorant receptors. The results of semi-quantitative PCR showed 


that these two odorant receptor genes were highly expressed in antennae with no significant difference 


between male and female, HarmOR29 was not expressed in other tissues, and HarmOR9 was slightly 


expressed in male labial palps but not in other tissues. [ Conclusion] In this study, two odorant receptor 


genes were cloned in H. armigera. Sequence analysis showed that the coding products of these two genes 


own typical characteristics of odorant receptors and belong to general odorant receptors. The two odorant 


receptor genes were highly expressed in adult antennae, with no difference between male and female. 


Based on the findings, we infer that they may be involved in the identification of general odors. 


Key words: Helicoverpa armigera; odorant receptor; gene cloning; tissue expression profile; semi- 


quantitative RT-PCR 








嗅觉 在 昆虫 进行 寄主 选择 . 融 食 .繁殖 及 躲避 天 
政 等 行为 方面 起 着 重要 作用 (Bruce et al., 2005; 
Song et al., 2008) 。 昆 虫 主 要 靠 其 触角 上 的 嗅觉 感 
受 器 来 感受 外 界 的 气味 分 子 , 触 角 感 受 器 由 触角 表 
皮 细 胞 特 化 而 成 ,它们 与 神经 系统 相连 接 , 能 够 有 效 
识别 来 自 环境 中 不 同 的 气味 分 子 , 从 而 对 昆虫 的 生 
理 以 及 行为 反应 进行 有 效 的 调节 。 昆 虫 嗅觉 识别 是 
一 个 及 其 复杂 的 过 程 ,该 过 程 有 昆虫 触角 感 器 中 的 
多 种 蛋白 参与 , 这 些 蛋 白 包 括 :气味 受 体 (odorant 
receptors, ORs) 、 促 离子 型 受 体 (inotropic receptors, 
IRs)、 气 味 结 合 蛋 白 (odorant binding proteins, 
OBPs )、 化 学 感受 蛋白 (chemosensory proteins, 
CSPs) .感觉 神经 元 膜 蛋 白 ( sensory neuron membrane 
proteins, SNMPs ) 和 气味 降解 酶 (odor degrading 
enzymes, ODEs) 等。 气味 分 子 从 昆虫 体外 到 达 串 觉 
受 体 神经 元 所 涉及 的 相互 作用 , 因 发 生 在 嗅觉 神经 
树 突 的 外 周 空间 ,被 称 为 气味 感受 的 周 缘 神 经 过 程 
(Perireceptor events) ( Pelosi, 1996; Pelosi et al., 
2006)。 该 过 程 可 以 概括 为 :外 界 气味 分 子 通 过 嗅 
觉 感 器 表皮 上 的 微 孔 进入 亲 水 性 淋巴 液 中 ,与 气味 
结合 蛋白 结合 后 被 运往 嗅觉 受 体 神经 元 ( olfactory 
receptor neurons, ORNs) HR ,气味 分 子 与 位 于 树 突 
上 的 气味 受 体 进一步 反应 ,进而 产生 动作 电位 ,激活 
大 脑 中 的 二 级 神经 元 , 最 终 指导 昆虫 行为 (Leal， 
2013) 。 在 此 识别 机 制 中 ,气味 结合 蛋白 识别 和 结 
合 外 界 气味 分 子 是 昆虫 感受 外 界 气 味 分 子 的 第 一 步 
生化 反应 (Feng and Prestwich ，1997 ) 。 昆 虫 对 结构 
各 异 的 气味 分 子 进行 识别 时 ,不 仅 依靠 气味 结合 
白 的 初步 过 滤 与 识别 作用 ,主要 还 依赖 由 嗅觉 受 体 
介 导 的 气味 分 子 与 嗅觉 神经 的 专 一 性 结合 (Clyne et 
al., 1999; Vosshall et al., 1999; Zwiebel and 
Takken, 2004) 。 研 究 证 实 , 昆 虫 的 嗅觉 受 体 是 一 个 





































































































有 具有 7 次 跨 膜 结构 的 蛋白 ,类 似 于 疹 椎 动物 的 6G E 
白 偶 联 受 体 , 但 其 N 末端 在 细胞 膜 内 侧 ,C 末端 在 细 
胞 膜 外 侧 , 这 与 G 蛋白 偶 联 受 体 的 结构 恰好 相反 
( Benton, 2006; Lundin et al., 2007) 。 昆 号 的 嗅觉 
传递 机 制 与 传统 的 G 蛋白 模式 不 同 ,其 有 一 个 独特 
的 离子 门 传递 途径 , 非 选择 性 地 允许 大 部 分 甚至 所 
有 阳离子 通过 (Sato et al., 2008a; Wicher et al., 
2008), 。 昆 虫 气味 受 体 一 般 分 为 两 种 类 型 :第 一 种 
为 在 不 同 昆虫 中 保守 且 广 泛 表 达 的 非典 型 受 体 
(olfactory receptor co-receptor, Orco) ;第 二 种 为 在 不 
同 昆 虫 间 高 度 特异 的 传统 气味 受 体 (ORx ) 
( Mombaerts, 1999; Benton et al., 2006) 。 气 味 受 体 
在 昆虫 的 嗅觉 识别 中 具有 两 个 重要 的 功能 :一 个 是 
寺 异 性 地 识别 某 种 或 某 类 气味 分 子 ;一 个 是 将 化 学 
信号 转 为 电信 号 ,然后 将 信号 从 外 周 神经 运送 至 中 
枢 神 经 脑 部 触角 叶 ,继而 引发 下 游行 为 反应 ,可 以 看 
出 在 嗅觉 识别 机 制 中 气味 受 体 处 于 核心 地 位 。 对 昆 
虫 嗅觉 分 子 机 理 的 研究 将 有 助 于 开发 基于 嗅觉 的 驱 
HR .引诱 剂 等 来 控制 害虫 的 数量 ,这 为 棉铃 虫 的 防 
治 带 来 了 一 个 新 的 思路 (Sato et al., 2008b; Sato and 
Touhara, 2009) 。 
棉铃 虫 Helicoverpa armigera Jg 8538 E] Tz WR, 
ENAERE IA I E R E PESE rh, EERTE UE. 
铃 ,也 取 食 嫩 叶 。 近 年 来 , 随 着 各 种 作物 的 复种 指 净 
不 断 提 高 ,为 棉铃 虫 的 发 生 提 供 了 丰富 的 食料 和 有 
利 的 繁殖 场所 ,部 分 地 区 棉铃 虫 暴 发 成 灾 ,加 上 昆虫 
抗 药 性 的 增强 ,导致 棉铃 虫 的 危害 有 逐年 加 重 的 趋 
势 。 因 此 ,寻找 新 的 技术 手段 成 为 综合 防治 棉铃 虫 
的 首要 问题 ,很 多 学 者 已 经 将 棉铃 虫 嗅觉 作为 研究 
的 重点 。 目 前 棉铃 虫 触角 转录 组 测序 工作 已 经 完 
成 ,并 且 通 过 体外 表达 系统 研究 了 性 信息 素 受 体 
(pheromone receptors, PRs) 的 功能 (Liu et al., 
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2012, 2013) ) ,但 对 普通 气味 受 体 的 功能 却 知之 其 
少 。 本 研究 克隆 了 两 条 棉铃 虫 普通 气味 受 体 基因 ， 
并 且 通 过 RT-PCR 方法 分 析 了 其 在 不 同 组 织 的 表达 
情况 ,为 下 一 步 研 究 普 通气 味 受 体 的 功能 奠定 了 良 
好 的 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 和 组 织 收 集 

棉铃 虫 为 本 实验 室 用 人 工 饲料 饲养 ,饲养 温 
度 为 27 €1*C ,相对 湿度 为 65% € 596 , 光 周 期 为 
14L: 10D。 分 别 选 取 羽 化 后 1-3d 的 肉 、 雄 成 
虫 , 取 其 触角 、 喉 、 下 展 须 、 头 (去 除 触 角 、 叭 和 下 
展 须 等 附 器 )、 生殖 器 (包括 精 梨 和 卯 梨 )、 胸 、 
E. `, 翅 等 组 织 ,立即 用 液 氮 冷 冻 后 置 于 -707Y 
冰箱 备用 。 
1.2 总 RNA 的 提取 和 cDNA 的 合成 

使 用 Trizol 试剂 (Invitrogen， 美 国 ) 提取 1.1 节 
中 收集 的 棉铃 虫 成 虫 不 同 组 织 的 总 RNA ,详细 操作 
参照 Trizol 试剂 说 明 书 进行 。 提 取 的 总 RNA 质量 
和 浓度 通过 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 和 Nanodrop-2000 
( NanoDrop products, 美国 ) 检测 。 以 总 RNA 为 模 
板 , 以 Oligo-dT 为 引物 ,按照 First Strand cDNA 
Synthesis Kit ( Fermentas, SZ K 9i ) 使 用 手册 ,合成 
cDNA 第 一 链 ,作为 PCR 和 半 定 量 RT-PCR 的 模板 。 
1.3 引物 设计 

在 实验 前 期 的 转录 组 测序 和 分 析 工 作 中 ,已 从 
棉铃 虫 的 触角 中 鉴定 到 了 47 个 气味 受 体 基 因 ,最 终 
拼接 出 OR 基因 可 能 的 序列 。 我 们 选择 其 中 的 
HarmOR9 和 HarmOR29 进行 克隆 和 进一步 研究 。 
转录 组 中 的 HarmOR9 片段 长 764 bp ,开放 阅读 框 完 
整 ,具有 完整 的 5 端 序列 ,但 3 端 不 完整 。 
HarmOR29 片段 长 1619 bp ,包含 长 度 为 1 185 bp 的 
完整 开放 阅读 框 (Liu et al.,，2012)。 首 先 设计 3 
RACE 引物 克隆 Harm0R9 的 3' 序 列 以 获得 完整 的 
开放 阅读 框 。 然 后 设计 特异 引物 , 扩 增 这 两 条 棉铃 
Jm OR 基因 的 全 长 序列 。 根 据 克 隆 得 到 的 基因 序列 
全 长 ,设计 特异 引物 用 于 半 定 量 RT-PCR ,选择 g- 
actin 为 内 参 基因 。 实 验 中 的 引物 全 部 使 用 Primer 
Premier 5 软件 设计 ,详细 信息 见 表 1。 
1.4 基因 克隆 

首先 利用 RACE (rapid-amplification of cDNA 
ends) 技术 扩 增 Harm0R9 的 3" 序列 ,实验 操作 参照 
SMARTer RACE cDNA Amplification Kit( Clontech , 美 
























































































































































A1 本 研究 所 用 引物 信息 
Table 1 Primers used in this study 








引物 名 称 引物 序列 ((5' -3') 引物 用 途 
Primer name Primer sequences Use of primers 
HarmOR9-3Race | GGTTTGTTAATGTTCGCTTTGGCC RACE 
HarmOR9-F ATGCTCGAGCAATTTGATAGAT 
HarmOR9-R — TCACTCAGGGTGATACATAGTTTTC cDNA 克隆 
HarmOR29-F ATGGGTTACCAACAAATCG cDNA cloning 
HarmOR29-R.— TCAACGAGATTGCATGTGACGCA 
HarmOR9-RTF | GTGCTCTGGGTTTITAGAAGCCGTC 





HarmORO-RTR | GGCATTTCCAACTTAACTICATCGG 
半 定 量 RT-PCR 
HarmOR29-RTF TACAGTAAATGTGTGCCTCCCGTIG 


Semi-quantitative 


HarmOR29-RTR |. CCAATACGGCATTCTGATCGTCAAT RT-PCR 
HarmActin-RTF GCCAACAGGGAGAAGATGA 
HarmActin-RTR ACCAGAGGCGTACAGAGA 


国 ) 操 作 手 册 进 行 , 扩 增 产物 经 1% PE USE nz 
后 用 琼脂 糖 凝 胶 回 收 试剂 盒 (天 根 生化 科技 有 限 公 
司 , 北 京 ) 进行 回收 ,回收 片段 连接 pEASY-T3 克隆 
载体 (全 式 金 生物 技术 有 限 公司 ,北京 ) , 送 上 海 生 
物 工 程 公司 测序 。 获 得 全 长 序列 后 ,以 棉铃 虫 成 虫 
触角 cDNA 为 模板 ,利用 特异 引物 扩 增 HarmOR9 和 
HarmOR29 的 全 长 序列 。PCR 反应 体系 为 :5 x 
Prime Star Buffer 5 pL,dNTPs(2.5 mmol/L)2 uL, K 
WK 15.75 uL, 上、 下游 引物 (10 pmol/L) 4& 0.5 
uL, Prime Star DNA. 聚合 酶 (TaKaRa, 日 本 ) 0. 25 
pL,cDNA 模板 1 kL。 反 应 条 件 :94% 变性 3 min; 
94*C 10 s,55% 30 s,72% 1 min 20 s,35 个 循环 ; 
72% 延伸 10 mins PCR 产物 经 1% BÉ 3s Be We SE p pr 
测 并 回收 ,回收 片段 连接 pEASY-Blunt 克隆 载体 (全 
式 金 生物 技术 有 限 公司 ,北京 ) , 送 测序 。 
1.5 序列 分 析 

使 用 EXPASY ( Expert Protein Analysis System, 
http://www. expasy. org) 的 Translate 在 线 工 具 进行 
核 苷 酸 序列 翻译 。 获 得 的 氨基 酸 序列 通过 EXPASY 
的 Compute pL/Mw 工具 (http://web. expasy. org/ 
compute. pi/) 预测 蛋白 的 分 子 量 和 等 电 点 。 跨 膜 结 
构 域 预测 使 用 TMHMM 软件 (http://www. cbs. dtu. 
dk/services/TMHMM)。 多 序列 比 对 通过 DNAMAN 
软件 完成 。 使 用 MAFFT 软件 (http://www. ebi. ac. 
uk/ Tools/msa/mafft/ ) 将 克隆 得 到 的 气味 受 体 与 已 
报道 的 鳞 翅 目 烟 青虫 Helicoverpa assulta (Zhang et 
al., 2010; Jiang et al., 2014) , Z% Bombyx mori 
(Tanaka et al., 2009) , J| ZE T lk. Heliothis virescens 
( Krieger et al., 2004) ) 和 棉铃 虫 (Liu et al., 2012) 的 
气味 受 体 进行 氨基 酸 序 列 比 对 ,利用 FastTree 软件 
(Price et al.，2010) 以 最 大 似 然 法 ( maximum 
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likelihood) 构建 系统 进化 树 。 
1.6 半 定 量 RT-PCR 

以 羽化 后 1 -3 d 的 肉 雄 虫 触角 、 下 展 须 、 喉 、 头 
(去 除 触角 、 唆 和 下 层 须 ) 足 ` 翅 、 胸 、 腹 和 生殖 器 的 
cDNA 为 模板 ,利用 半 定 量 RT-PCR 检测 HarmOR9 
和 HarmOR29 在 以 上 组 织 中 的 表达 情况 ,选择 B- 
actin 作为 内 参 基 因 。 反 应 体系 为 :2 x Taq 
MasterMix PCR 混合 液 ( 康 为 世纪 ,北京 )10 uL, K 
菌 水 8 uL, 上、 下 游 引物 (10 pmol/L) 4 0.5 pL, 
cDNA 模板 1 uLo PCR 反应 条 件 如 下 :94Y 变性 3 
min ;94*C 30 s,55?C 30 s,72% 30 s, 目标 基因 33 个 
循环 ,内参 基因 27 个 循环 ;72% 延伸 10 min。 取 10 
uL PCR 产物 进行 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 , 胶 浓度 
290, ERA EB 染色 后 ,在 紫外 下 用 GelDoc XR &£ 
胶 成 像 系统 (Bio-Rad, RE) 成 像 。 用 Image Lab 软 
件 (Bio-Rad, 美国 ) 从 电泳 照片 上 对 目的 条 带 进行 
吸光 强度 读数 ,然后 计算 出 目标 基因 与 B-actin 条 带 
读数 的 比值 。 实 验 用 3 次 独立 样品 重复 3 次 。 根 据 
3 次 独立 实验 的 比值 ,算出 平均 值 及 误差 线 ,建立 柱 
状 图 。 





2 结果 


2.1 棉铃 虫 气味 受 体 基 因 HarmOR9 和 HarmOR29 
克隆 和 序列 分 析 

本 研究 中 克隆 得 到 棉铃 虫 两 个 气味 受 体 基因 的 
cDNA 全 长 ,分 别 命 名 为 HarmOR9 和 HarmOR29 , 
GenBank 数据 库 登 录 号 分 别 为 KJ188252 和 
KJ188253 。 序 列 分 析 显 示 , HarmOR9 全 长 1 206 bp, 
编码 401 个 氨基 酸 , 预测 的 蛋白 分 子 量 为 46. 75 
kDa, 等 电 点 8. 93。 利 用 TMHMM 2. 0 蛋白 跨 膜 结 
构 域 预测 软件 分 析 , HarmOR9 具有 6 个 跨 膜 结构 
域 ,分 别 位 于 第 41 -63,73 -95,145 -167,204 - 
226, 275 -297 和 301 -323 位 氨基 酸 残 基 ,N 未 端 
位 于 细胞 膜 内 (图 1: A). HarmOR29 全 长 1 188 
bp, 编码 395 个 氨基 酸 ,预测 的 蛋白 分 子 量 为 45. 99 
kDa, 等 电 点 8. 93。TMHMM 2. 0 软件 预测 
HarmOR29 具有 7 个 跨 膜 结构 域 , 跨 膜 区 氨基 酸 的 
位 置 分 别 是 第 36 -58,68 - 87, 130 -152,183 - 
205,270 -292,297 -319 和 367 —389 位 ,N 末端 也 
位 于 细胞 膜 内 (图 1: B). 
2.2 HarmOR? 和 HarmOR29 序列 比 对 和 进化 树 分 析 

为 明确 新 克隆 的 两 条 气味 受 体 基因 的 编码 产物 
与 其 他 鳞 翅 目 昆 虫 气味 受 体 之 间 的 关系 ,我 们 将 
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图 1 棉铃 虫 HarmOR9(A) 和 
HarmOR29 ( B) 的 跨 膜 结构 域 预测 
Fig.1 Transmembrane domain prediction of HarmOR9 


(A) and HarmOR29 (B) from Helicoverpa armigera 








HarmOR9 和 HarmOR29 与 其 他 昆虫 气味 受 体 进 行 
了 氨基 酸 序列 比 对 和 进化 树 分 析 。 序 列 比 对 结果 显 
示 ,HarmOR9 与 烟 青虫 HassOR9 的 序列 一 致 性 最 
高 , 达 94.3% ,其 次 是 与 烟 芽 夜 蛾 HvirOR9 , 一致 性 
ik 88.396 (图 2) , HarmOR29 与 已 知 的 昆虫 气味 受 
体 的 一 致 性 都 较 低 ,与 其 一 致 性 最 高 的 是 家 看 
BmorOR13 ,只 有 48.2% ,与 烟 芽 夜 蛾 HvirOR8 的 一 
致 性 也 只 有 44.1% (图 2)。 

系统 进化 树 显 示 , 鳞 翅 目 昆虫 不 同 气味 受 体 中 ， 
非典 型 气味 受 体 和 性 信息 素 受 体 由 于 较 高 的 同 源 
性 ,在 进化 树 中 可 以 分 别 聚 成 一 支 。 普 通气 味 受 体 
与 非典 型 气味 受 体 和 性 信息 素 受 体 有 明显 的 分 离 
(图 3)。 从 图 中 我 们 可 以 看 出 , HarmOR9 先 与 
HassOR9 聚合 ,之 后 与 HvirOR9 聚合 ,然后 再 与 
BmorOR25 聚合 ,这 4 个 蛋白 聚 为 一 支 ;HarmnOR8 和 
HvirOR8 首先 聚合 ,再 与 HarmOR29 聚合 , 最 后 与 
BmorOR13 聚合 ,这 4 个 蛋白 肾 为 一 文 。 二 者 都 与 
性 信息 素 受 体 有 明显 分 离 , 证 明 它 们 都 属于 普通 气 
味 受 体 (图 3)。 
2.3 HarmOR9 和 HarmOR29 在 棉铃 虫 成 虫 不 同 
组 织 中 的 表达 分 析 

利用 半 和 定量 RT-PCR 的 方法 检测 了 HarmOR9 
与 HarmOR29 FENES R WE HEIR KI ffA, FIE 
KERMA, FERMA) E 388 Rl] EE 
等 9 个 组 织 中 的 表达 模式 。 结 果 显 示 : Harm0OR9 与 
HarmOR29 均 在 触角 中 高 表达 量 无 雌雄 差异 ;EurmOR29 
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HarmOR9 ILKSVNLY LHLESKDTNRTEVERSRSHRIMFAHTSSLNLEVVAQVEWVLEAVITGKSFVEITRLIPCLILCLT 85 
HassOR9 ILKSVNLY LHLESKDTNKTFAQRSRSHRIMFAHIHSSLNLEVAAQVEWVLEAVTITGKSFVEITRLIPCLILCLT 85 
HvirOR9 LKSVNLY LHLESKDTTKTFIERSRSHRIMFAHHFSSLNLEVVAQTEWVLEAVITRKSFVEITRLIPCLILTLI 85 
Harm0R29 IFDIHLK WWPHDNPS......... 'YIESRIRSVETFTVLYVVIYTMNFYFLPQQLEVFADELIFYFTNYG 16 
BmorOR13 IFEINWK IWSENKPH. IYSKIBTITFEVILYDVEYTINFYFVPRQLDLIIGEMLFYLTELS 16 
HvirORS IFKINMK SWPBKDER......... YTVASLTAYFIIFMIÉFTINLFFLPKGEDIFIENMVFYFTDSA 16 
HarmÜOR9 SNHFHILSLLYYGRHNNEFIVIMRSLLLNQMQVISEKEHRFRENL IDKHVL ILTSISKKISYVWVLGLLMPALAPAFIIIPHYFKID 170 
HassOR9 SNFHILSLLYYGRHNDEFIVIMRSLLLNQMQVISEKENRFRKEL IDKHVL ILTSISKBISYVMVLGLLMPALAPAFIIIPHYFKTD 170 
HvirOR9 SDHFHILSLLYYARHNNEFIVIMESLLLNQKQLISEKETRFREDL IDKHVLMLTSITRRISYDIMGMGLLMPALAPAFIIIPHYFKTN 170 
HarmOR29 . ALSBALAFIFLRDKVKKMEFMLESEIFQSDDPSE. .......... IKLIKEGKEKSNFYWREMTAGLSVSARNTVNVCLPLLVHTIF 150 
BmorORi3 . VLSSVFTFITIMRHKLKTIFEILESDAFQTDTESE. .......... LKILHRAKVF IRBRYWEMVALVSITÉNLTHISSPLLENLIF 150 
HvirOR8 TLSSVMTIGFMRKKILQLFEMLERDIFQPDNASG. .......... LAVIEKAKKFNBLYWNMHILAVSFASCASNLFPPITAHFIL 150 
HarmOR9 l. YPFNSFDLRIYPW. WFHRVYSAVIAMIMVYGPACFEFTCCIFIHTBESDIBNNDMERTYT. ............. 240 
HassOR9 | YPFNSFDLRIYPW. VMLHRVGTATVATIMVYGPARCFEFTCCTETHTBESDBNNDMERTYT. ............. 240 
HvirOR9 l YPFNSFDSRIYPW. MILHRVWTACVAMIMVYGHBCFEFTCCTFIBIBFSDBNNDMERIYN. ............. 240 
HarmÜR29 SFIBSKYEAMFAYPANFYRSIGITTHMLYNVNTIWTFELGVMFLAMTIRLDTMDRKLRKVTDVCINPDAARG. SVD 234 
BmorOR13 j SFLYJZSFLKTFEYPLAFYMIVGIHFHMLYNLNIETYELGLMILIIAMALDIØNVKFRNLK. ........... £ 223 
HyvirORS GT NAGFLSISDFRGMEGVPHAL YIBGSAMMFDMLYSVNTITDIEAGLMVLATARIDIBGTKLRRVTDKEVLEETDSETSRQ 235 
HarmOR9 . EETPRYDKTKFKKLAVRHIELMRCY. SKSILFNALTSSVIBIRVTGENVLVVDNIVMMASFTAFLIFGLMRIFLYBYY 324 
HassOR9 . EETPRYDKTKFEKLAVRYIELMRCV. KSILFNALTSSVIRMBSVTGENVLVVDNIVMMASFTAFLIFGLMRIFLYYY 324 
HvirOR9 . EDIPRYDKTKFKELAVRHIELMRCY, KSILFNALTS VIBISV TGENVLVVDNIVMMASFTAFLLEGLMRTFL YIYY 324 
HarmO0R29 .— KFIDDQNAVLEIIKCIKHYDAICEYC EILFVLFSS MCLERFTMPATTGYFVELYTYVTVMTLBIMVPIW 319 
BmorOR13 . DHTQLNESIMGLNKNLDHYNEIERFC FTLFVQFSM VCLBSFTLSVPVEYYIPFLATYMFIMIIBIMVPERW 308 
HvirORS HRDNHKEAIKKINHCIIHYEKIHKRYC Ie T TLFVQFGM ICLMRFIMPAPLVYYLPLATYMFVMILISBELVFQRW 320 
HarmOR9 DIBMRSEMEVSTSIBNSIIYNIPAADMKGSLIAT ISQNISC ALT A? KNIS. LSKSW Y KTMYHP 400 
HassOR9 DSINRSBMEVYSTSIBNSUNYKIPAADRKGFLIVI ISSPQNSC ALTA? NMNIS. LSKSWSY KIMYHP 400 
HvirOR9 DIBMRSEMQVSTSINNSHIYNIRAADREGFFIVI (CELA? KINIS. LSTSW Y KIMYHP 400 
HarmOR29 . SREMDESSQITIAAMDCDEIPRCRRFKSNLRLLY| ITIIGGKMSLLSHGTIST AMMNSSY| IRHMQSR 395 
BmorORi3 . SREMDESILLSSAIMNCDUTSNSKDFKINMRLFY: LSITGGEMSSLSHA MNSAY RYIQTR 384 
HvirOR8 GQRESDRENLLAFSAMDCHITSETRQFKSSMRIFIERSHNBRILSITGGKMSCLSHY MNTAY QNVKSR 396 

到 2 HarmOR9 和 HarmOR29 与 其 他 昆虫 气味 受 体 氨基 酸 序列 比 对 














Fig.2 Amino acid sequence alignments of HarmOR9 and HarmOR29 with odorant receptors from other insects 
各 气味 受 体 的 GenBank 登录 号 GenBank accession numbers of odorant receptors; HarmOR9 ( KJ188252) ; cHassOR9 (JX982541) ; HvirORO 
( AJ487484) ; HarmOR29 ( KJ188253) ; BmorOR13 ( AB472095); HvirOR8 (AJ487483). 


在 其 他 组 织 中 均 不 表达 ;而 HarmOR9 ERER FE 
中 有 微量 表达 ,在 其 他 组 织 中 均 不 表达 ( 图 4) 。 


3 讨论 





本 研究 在 实验 前 期 转录 组 测序 和 分 析 的 基础 
上 ,从 棉铃 虫 触 角 中 克隆 得 到 两 条 气味 受 体 
HarmOR9 与 HarmOR29 的 cDNA 全 长 。 昆 虫 的 气味 
受 体 具有 典型 的 结构 特征 , 即 具 有 7 个 跨 膜 结构 域 
并 且 N 末端 位 于 细胞 膜 内 (Benton et al., 2006; 
Leal，2013 )。 氨 基 酸 序列 分 析 的 结果 显示 
HarmOR9 与 HarmOR29 都 具有 跨 膜 结构 域 并 且 N 
末端 位 于 细胞 膜 内 ,其 中 预测 HarmOR29 具有 7 个 
跨 膜 结构 域 ,而 HarmOR9 只 有 6 个 跨 膜 结构 域 。 这 
是 由 于 昆虫 的 气味 受 体 的 三 级 结构 还 未 解 出 ,对 其 
结构 的 研究 也 不 够 深入 ,所 以 对 跨 膜 结构 域 的 预测 
也 不 够 准确 。 在 对 苹果 埠 蛾 Cydia pomonella 
( Bengtsson et al., 2012) , YF JK XH Tz IR Spodoptera 
littoralis ( Jacquin-Joly et al., 2012) 等 其 他 昆虫 气味 
受 体 的 跨 膜 结 构 域 预测 时 也 得 到 类 似 的 结果 。 因 此 
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我 们 可 以 确定 HarmOR9 与 HarmOR29 符 
味 受 体 的 结构 特征 。 

氨基 酸 序 列 比 对 结果 显示 HarmORO 和 
HarmOR29 与 已 知 的 气味 受 体 基 因 , 特别 是 鳞 翅 月 
夜 蛾 科 昆 虫 的 气味 受 体 有 较 高 的 序列 一 致 性 。 尤 其 
是 HarmOR9 与 烟 青 虫 HassOR9 的 一 致 性 达到 了 
94.396 ,说 明 它 们 可 能 是 直系 同 源 基因 。HarmOR29 
FIKA BmorOR13 的 序列 一 致 性 只 有 48. 29 ,两 者 
是 否 为 同 源 基因 还 需 进 一 步 研 究 。 系 统 进化 树 分 析 
进一步 验证 了 序列 比 对 结果 ,HarmOR9 与 
HassOR9 , HarmOR29 与 BmorOR13 及 其 他 相似 序列 
各 自 聚 为 一 文 。 系 统 进 化 树 还 显示 HarmOR9 和 
HarmOR29 分 别 与 昆虫 的 性 信息 受 体 在 遗传 关系 上 
有 明显 的 特异 性 ,而 与 普通 气味 受 体 聚 在 一 起 ,证 明 
它们 也 属于 普通 气味 受 体 。 

半 和 定量 RT-PCR 结果 表明 , HarmOR9 和 
HarmOR29 均 在 肉 雄 虫 触角 高 表达 ,Harm0R9 Tg NE 
虫 下 层 须 中 有 微量 表达 ,在 其 他 组 织 均 不 表达 。 多 
个 研究 的 报道 指出 ,部 分 气味 受 体 在 雄性 或 雌性 成 
虫 触 角 高 表达 甚至 特异 表达 ,部 分 气味 受 体 则 在 雌 
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图 3 几 种 鳞 翅 目 昆 虫 气味 受 体 的 系统 进化 树 
Fig.3  Phylogenetic tree of odorant receptors ( Ors) from several Lepidopteran insects 
Harm; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera; Hvir; 烟 芽 夜 蛾 Heliothis virescens; Bmor: ZÆ Bombyx mori; Hass; HAF E H. assulta.. 棉铃 虫 的 两 个 气味 受 体 用 








绿色 标 出 ; 性 信息 素 受 体 用 蓝 色 标 出 ; Orcos 用 红色 标记 。The two Ors from H. armigera are marked in green, the PRs in blue, and the Orcos in red. 


雄 成 虫 触角 间 无 明显 差异 ,另外 ,还 有 些 在 其 他 组 织 


中 有 特异 
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前 气味 受 体 具 有 不 同 的 表达 模式 并 执行 不 同 的 功 
Rik (Krieger et al., 2002; Legeai et al., ”能 。 对 家 不 的 66 个 气味 受 体 的 研究 就 显示 ,不 同 气 
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2011) 。 由 于 气味 受 体 是 在 嗅觉 感 器 神经 元 内 表 ” 味 受 体 在 不 同 发 育 阶段 和 嗅觉 附 器 中 的 表达 有 明显 
3^ ,而 触角 是 昆虫 最 重要 的 嗅觉 融 官 ,其 表面 存在 大 差异 ,并 且 具 有 不 同 的 功能 (Tanaka et al., 2009) 。 
量 的 嗅觉 感 器 ( 王 桂 荣 等 ,2002) ,因此 ,Harm0R9 和 除了 对 模式 昆虫 果 蝇 等 气味 受 体 进行 了 系统 的 研究 
HarmOR29 在 触角 中 高 表达 与 其 气味 受 体 的 功能 是 ”之 外 , 近 几 年 人 们 对 昆虫 尤其 是 鳞 翅 目 昆虫 的 性 信 


一 致 的 。 











HarmOR9 和 HarmOR29 在 触角 中 的 表达  ” 息 素 受 体 的 研究 也 非常 重视 ,已 经 在 棉铃 虫 (Liu et 


没有 雌雄 特异 性 ,也 验证 了 它们 的 编码 产物 都 属于 al., 2013) 海 灰 翅 夜 峨 ( Montagné et al., 2012) XA 
普通 气味 受 体 , 不 参与 性 信息 的 识别 过 程 。 下 层 须 FRIR (Wang et al., 2011) FERRERA H Fé R P mi 
属于 嗅觉 附 器 ,其 中 也 有 了 嗅觉 感 器 的 存在 (Coldman 隆 了 数量 不 等 的 性 信息 素 受 体 基 因 并 进行 了 功能 研 
et al., 2005) ,并 且 有 研究 指出 气味 受 体 基因 在 下 层 。 究 , 这 些 性 信息 素 受 体 可 以 被 其 各 自 的 性 信息 素 成 
须 中 有 微量 表达 (Forstner et aL, 2009), 因此， 分 激活 ,参与 7 了 交配 过 程 中 雄 蛾 对 肉 蛾 的 识别 。 然 


HarmOR9 


























在 雄 虫 下 层 须 的 表达 也 可 以 理解 。 由 于 ”而 ,对 昆虫 普通 气味 受 体 的 功能 研究 却 鲜 有 报道 ,只 





昆虫 普通 气味 受 体 的 功能 分 化 很 大 ,因此 不 同 的 普 。 有 苹 浅 褐 卷 峨 Epiphyas postvittana ( Jordan et al., 
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Fig.4  Tissue-special expression patterns of HarmOR9 ( A) and HarmOR29 (B) in adults of Helicoverpa armigera 


M: D2000 分 子 量 标准 物 D2000 marker; 
maxillary palps) ; 3: 


阴性 对 照 ( 无 cDNA 模板 ) Negative control ( without cDNA template). 以 Actin 的 表达 


2009) . d X T iR Spodoptera litura ( Zhang et al., 
2013) 等 昆虫 的 少数 普通 气味 受 体 的 功能 得 到 了 验 
证 。 因 此 ,对 于 普通 气味 受 体 的 功能 研究 了 县 待 加强。 
为 了 使 HarmOR9 和 HarmOR29 这 两 个 基因 的 研究 
完整 ,功能 鉴定 将 是 下 一 步 的 研究 重点 。 
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